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Komponenten e ines Stoffqemisches durch Temperatur- 

aradlenten-Gelelektrophoreae 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st ein Verfahren 
zur Trennung und Detektion von Komponenten eines Stoff- 
gemisches durch Tempera turgradienten-Gelelektrophorese 
(TGGE) , insbesondere ein Verfahren zur Detektion von 
Mutationen von Nukleinsaurefragmenten durch Analyse des 
durch Hybridisierung des die Mutation aufweisenden 
Nukleinsaurefragments (Mutante) mit dem diese Mutation 
nicht aufweisenden Nukleinsaurefragments (Wildtyp) ge- 
wonnenen Heteroduplexes , ein Verfahren zur Probenaufbe- 
reitung unter Verwendung eines Oligonukleotids sowie 
dieses Oligonukleotid selbst, sowie eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung der Temperaturgradienten-Gelelektrophorese. 

Der Nachweis von Mutationen in genetischem Material oder 
2o der Nachweis der phanotypischen Konsequenz einer gene- 
tischen Mutation ist eine wichtige analytische Aufgabe 
in vielen Bereichen biologischer Forschung, angewandter 
Medizin, biotechnischer Produktion und Kriminalistik. 
Auf genetischer Ebene bedeutet eine Mutation den Aus- 
25 tausch mindestens eines Nukleotides oder Basenpaares auf 
DNA- oder RNA-Ebene. Die Moglichkeiten des sogenannten 
"genetic engineering" erlauben mit Hybridisierungs- oder 
Seguenzierungstechniken den Nachweis einer Mutation in 
klonaler DNA oder RNA. Diese Techniken beschranken sich 
3Q jedoch auf forschungsnahe Anwendungen. Fur den Routine- 
einsatz konnte ein technischer Standard, der dem Ver- 
gleich mit immunologischen Methoden (ELISA usw.) stand- 
halt, nicht erreicht werden. 

Die Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE), wie 
sie in der DE-OS 36 22 591 beschrieben wurde, ist eine 
Methode zur Detektion geringer struktureller Unterschie- 
de oder Besonderheiten biologischer Makromolekule wie 
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Nukleinsauren oder Proteine. Die Technik 1st jedoch unge- 
eignet fur eine automatisierbare Analyse, wie sie zum 
Beispiel bei Bestimmung vieler Einzelproben im klinischen 
Bereich bei der Analyse genetischer Erkrankungen oder in 
der forensischen Analytik notwendig ist. Mit Hilfe der 
TGGE-Teohnologie gelang es, Mutationen ohne umstandliche 
differentielle Hybridisierung direkt sichtbar zu machen 
(Riesner et al. (1989), Electrophoresis 1Q, s. 377-389), 
jedoch beschrankt sich die Technik auf die Handhabung 
einer Plachbett-Gelelektrophorese fur die forschungs- 
maBige Analytik. Ahnliche Resultate liefert die Kombi- 
nation aus Flachbett-Gelelektrophorese und einem denatu- 
rierenden chemischen Gradienten, der sich aber kaum re- 
15 produzierbar formen laBt und somit fur eine Automati- 
sierung nicht in Prage kommt. 

Die notwendige Voraussetzung fur die empfindliche Erfas- 
sung selbst einzelner Mutationen in der TGGE ist ein 
homogenes Teaperaturniveau in Gel senkrecht zur Lauf- 
richtung der Elektrophorese, d.h. an Orten gleichen 
elektrischen Potentials. Dies kann zua Beispiel durch 
die doppelseitig tenperierte senkrechte Elektrophorese 
nach D.R. Thatcher und B. Hodson (1981), Biochemistry 
122, s. 105-109, nicht hinreichend realisiert werden, da 
die thermisch nicht ausreichend verbundenen gegenuber- 
liegenden Thennostatierplatten an Orten gleichen elek- 
trischen Potentials nicht identische Temperaturen auf- 
weisen. 
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Das Erscheinungsbild der belebten Natur ist auf gene- 
tischer Ebene in Form der Nukleinsauren programmiert, 
bestehend entweder aus RNA- oder DNA-Kettenmolekiilen. 
Veranderungen der genetischen Information verden als 
Mutationen bezeichnet und sind die Basis fur evolutio- 
nare Entwicklungen, fur genet isch bedingte Erkrankungen 
und andere genetisch bedingte bi 1 gische Eigenschaften 
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eines virus d r Organises. Die Mehrzahl der erfolgten 
Mutationen ist fur das System ohne erkennbare Auswir- 
kung,. Solche Mutationen werden als neutral bezeichnet. 
Seit Einfuhrung gentechnologischer Techniken ist es aog- 
lich geworden, eine Mutation zu entdecken, ihre zeit- 
liche Entstehung zu bestiaaen und ihren EinfluB auf eine 
biologische Punktion zu aessen. 

Mit der Methode der vergleichenden Seguenz analyse (Se- 
quenzierung) von hoaologen Sequenzen wird eine Mutation 
erkennbar. Unter dea Begriff Mutation wird ein einzelner 
Nukleotidaustausch, eine Deletion Oder eine Insertion 
einzelner bis vieler Nukleotide oder eine Uaordnung von 
Kettensegmenten verstanden. Die Seguenzanalyse ist trotz 
groBer Fortschritte in den letzten Jahren nach wie vor 
exne aufwendige Technik, unterstutzt von kostspieligen 
Apparaturen und fur Reihenanalysen ungeeignet. Lediglich 
die suche nach an sich bekannten Mutationen, wie sie fur 
bestaaate Erberkrankungen, zua Beispiel alpha-l-Anti- 
trypsin-Defizienz (Kidd, U.J., Wallace, R.B., Hakura, K. 
u. Woo, s.L.c. (1983), Nature 221, 230-234) beschrieben 
sind, hat sich technisch durch die Verwendung synthe- 
tischer Oligonukleotidsonden vereinfacht. Eine Anzahl 
von Fragestellungen entzieht sich jedoch nahezu voll- 
standig dea experiaentellen Zugriff, wie zua Beispiel 
die suche nach unbekannten Mutationen auf langen Genseg- 
menten, die nicht ait Restriktionsfragaentlangenpoly- 
morphisaen (rflp) verknupft sind, oder Reihenuntersu- 
chungen, die fur die aedizinische Genetik, Populations- 
analysen, evolutionare Verwandtschaftsanalysen, Virus- 
variantenanalysen usw. von Bedeutung sind. 

« 

Nukleinsaureketten (RNA und DMA) haben die Fahigkeit, 
mit sogenannten Koapleaentarseguenzen Doppelstrangstruk- 
turen auszubilden. Es entstehen dabei DNA/DNA, RNA/RNA 
und DNA/RNA Doppelstrangstrukturen. Eine charakteristi- 
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sche Eigenschaft dieser Strukturen ist ein temperatur- 
abhangiges Denaturieren- (Schmelzen) der Doppelstrange. 
Das Schmelzen geschieht in einem sehr engen Temperatur- 
intervall, d.h. es denaturieren groBe Abschnitte der 
Doppelstrangstruktur in einem einstufigen Prozefl. Es 
handelt sich somit urn hochkooperativ ablaufende physi- 
kalische Reaktionen. Der Verlust der durchgangigen Dop- 
pelstrangstruktur auflert sich in einer veranderten Mo- 
bilitat (meist ein Mobilitatsverlust) der betroffenen 
Nukleinsaure. Dieser Mobilitatsverlust kann in einem 
elektrophoretischen Trennverfahren ausgenutzt werden, urn 
Nukleinsauren verschiedener Schmelztemperaturen zu tren- 
nen. So wandern thermodynamisch instabilere Nukleinsau- 
ren langsamer und somit weniger weit als solche mit 
stabilen Strukturen. Das zur Trennung verwendete Medium 
muft dabei einen Denaturierungsgradienten aufweisen, bei- 
spielsweise durch steigende Konzentration eines denatu- 
rierenden Agens. Die Stabilitat der internen Bereiche 
der Basenpaare ist abhangig vom G/C-Gehalt sowie der 
Sequenz. Diese Effekte sind ausfuhrlich untersucht wor- 
den (Meinkoth, S. u. Wahl, G. (1984), Analytical Bio- 
chem. 121/ 267-284). 

Fuhrt die Mutation nun zu hinreichend groBen Verande- 
rungen in dem entsprechenden Bereich, so wird die mu- 
tierte Nukleinsaure ein anderes Schmelzverhalten aufwei- 
sen als die nicht mutierte. Haufig ist eine Mutation nur 
durch den Austausch eines Basenpaares gegen ein anderes 
Basenpaar gekennzeichnet (Transversion Oder Transition) . 
Daher ist der mutierte Nukleinsaurestrang in sich recht 
stabil und schmilzt in der Regel bei ahnlichen Tempera- 
turen wie die nicht mutierte Form, so daB eine Diskrimi- 
nierung nicht moglich ist. Solche Mutationen werden je- 
doch sichtbar/ indem die mutierte Nukleinsaure mit einer 
Nukleinsaure, welche diese Mutation nicht aufweist (Wild- 
typ) , in v rgleichbaren Konzentrationen gemischt, bis 
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einschlieBlich der Strangtrennung denaturiert und danach 
wieder renaturiert wird. Dadurch entstehen all. Koabina- 
s tionen der entsprechenden Nukleinsaure-Einzelstrange, 
unter anderea auch sogenannte Heteroduplices aus autier- 
tea Einzelstrang und nicht autiertea Einzelstrang. Da in 
den Heteroduplices nun dea jeweiligen Nukleotid an der 
Stelle der Mutation das koapleaentare Nukleotid fehlt, 
iQ koaat es an diesen Positionen zu aerklichen Destabilil 
sierungen in den benachbarten Doppelhelix-Regionen. Die 
Heteroduplices werden deaentsprechend eher aufschaelzen 
als die Duplices des Wildtyps oder der Mutante. 

is Nachteilig an den bislang bestehenden Verfahren sind die 
relativ uastandliche Handhabung sowie die nicht iaaer 
sicher zu gewihrleistende Aufspurung der verauteten 
Mutationen . 

2q Das der Erfindung zugrunde technische Problea ist soait 
einaal, ein Verfahren bereitzustellen, das die Nachteile 
der Undurchfuhrbarkeit der TGGE fur den analytischen 
Routinebetrieb beseitigt und die TGGE insgesaat leichter 
handhabbar aacht. Weiterhin soli eine Vorrichtung bereit- 

25 gestellt werden, die eine autoaatische Auswertung der 
TGGE eraoglicht. Die Vorrichtung soil auch die siaultane 
Analyse von strukturell stark variierenden Nukleinsauren 
eraoglichen. Ein weiteres technisches Problea ist die 
Verbesserung der Aufspurung, insbesondere die quantita- 
3Q tive und/oder qualitative Erfassung, von Mutationen und/ 
oder Genvarianten. Die Verbesserung soil in einer be- 
stiaaten Ausfuhrungsfora auch eine einfachere und siche- 
rere Probenvorbereitung gewahrleisten. 

Diese technischen Probleae werden durch ein Verfahren 
geaafl dea kennzeichnenden Teil des Anspruchs 1 gelost, 
indea entweder ' 
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ein raumlicher Temperaturgradient in Richtung des 
zur Trennung verwendeten elektrischen Feldes durch 
mindestens zwei raumlich voneinander entfernte Tem- 
5 peraturniveaus aufgebaut wird oder 

ein zeitlicher Temperaturgradient durch zeitliche 
Variation der Temperatur eines Temperaturniveaus 
aufgebaut wird Oder 

ein Temperaturgradient durch Kombination des raum- 
10 lichen und zeitlichen Temperaturgradienten aufgebaut 

wird, 

der Temperaturgradient leitend in die Gelmatrix uber- 
tragen wird, 

die Temperaturniveaus zum Aufbau des raumlichen Tem- 
15 peraturgradienten durch regelbare Heiz- oder Kuhl- 

vorrichtungen eingestellt werden, wobei Orte gleichen 
elektrischen Potentials identische Temperaturen auf- 
weisen, oder 

zum Aufbau des zeitlichen Temperaturgradienten an 
20 jedem Ort der Trennstrecke in dem Trennmedium das 

Temperaturniveau in zeitlicher Abhangigkeit mittels 
einer oder mehrerer regelbarer Heiz- oder Kuhlvor- 
richtungen frei wahlbar einstellbar ist und ggf. 
am Ende der Trennstrecke die getrennten Komponenten 
25 detektiert werden. 



Vorteilhafte Ausgestaltungen des erfindungsgemaflen Ver- 
fahrens sind in den Unteranspruchen beschrieben. Der 
Verfahrensanspruch 12 betrifft eine bevorzugte Ausfuh- 
rungsform, wobei die Detektion von Mutationen von Nuklein 
sauren quantitativ und qualitativ durchgefuhrt werden 
kann, und zwar durch Analyse des durch Hybridisierung 
des die Mutation aufweisenden Nukleinsaurefragments 
(Mutante) mit dem diese Mutation nicht aufweisenden 
Nukleinsaurefragment (Wildtyp) gewonnenen Heteroduplexes, 
w bei das die Mutation tragende, zu untersuchende Nukl in 
saurefragment s gewahlt wird, dafl die Mutation in einer 
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thermodynamisch instabilen Region des Heteroduplexes 
liegt. Die darauf riickbezogenen Anspruche 13 bis 36 be- 
treffen bevorzugte Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens. 

Die Verfahrensanspruche 47 bis 50 betreffen bestiimte 
Ausfuhrungsformen der quantitativen Detektion, durch 
welche eine quantitative Analyse von Nukleinsauren er- 
moglicht wird. Die Unteranspruche 48 bis 50 betreffen 
bevorzugte Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens. 

Der Vorrichtungsanspruch 51 beschreibt eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung der der Temperaturgradienten-Gelelektro- 
phorese (TGGE) , daduroh gekennzeichnet, dafl zwischen 
mindestens zwei einen Temperaturgradienten aufbauenden 
Heiz- oder Kuhlvorrichtungen (1, 2 ) mit Warmereservoir 
(4, 5), bei mehr als zwei Heiz- oder Kuhlvorrichtungen 
zwischen den entferntesten Heiz- oder Kuhlvorrichtungen 
ein Hohlkorper (6) , der die Heiz- oder Kuhlvorrichtungen 
durchdringt, angeordnet ist, welcher das zur Trennung 
verwendete Trennmedium in seinem Lumen enthalt, und der 
Hohlkorper (6) von einem warmeleitenden Thermostatier- 
mantel (7) umschlossen ist. 

Die Unteranspruche 52 bis 62 betreffen bevorzugte Aus- 
fuhrungsformen der betreffenden Vorrichtung, deren Vor- 
teile sich aus der Beschreibung ergeben. 

Der raumliche Temperaturgradient des erfindungsgemaBen 
Verfahrens kann so aufgebaut werden, daB mit einer re- 
gelbaren Heiz- oder Kuhlvorrichtung auf der Probenseite 
ein bestimmtes Temperaturniveau eingestellt wird, wah- 
rend das zweite, raumlich getrennte Temperaturniveau 
durch die Temperatur des Elektrophoresebades auf der 
gegenpoligen Seite definiert ist. Diese einfache Ver- 
fahrensweise ist dann moglich, wenn das Elektroph rese- 
bad s dimensioniert ist, daB die Temperatur konstant 



WO 91/02815 



8 



PCT/EP90/01366 



bleibt. Dazu ist ein hinreichend gr fi dimensioniertes 
Elektr phoresebad notwendig. Vorzugsweise wird jedoch 
auch hier das zweite Temperaturniveau etwa durch Pel- 
5 tierelemente, Heizdrahte oder thermostatierbare Wasser- 
bader regelbar ausgestaltet. 

Nach dem Probenauftrag werden die Komponenten des zu 
trennenden Stoffgemisches langs des elektrischen Feldes 

10 in das Trennmedium hineinwandem. Dabei erreichen sie 
das erste Temperaturniveau und erfahren eine Konforma- 
tionsumwandlung, die in einer drastischen Reduktion der 
Wanderungsgeschwindigkeit result iert. Dies wird entweder 
direkt durch die eingestellte Temperatur erreicht oder 

15 in Kombination mit partiell denaturierenden Reagenzien. 
Sind die zu trennenden Komponenten beispielsweise Nuklein 
sauren, werden durch die partielle Denaturierung die 
Doppelstrange teilweise zu groBeren "Loops" aufgeweitet, 
die in dem Trennmedium quasi steckenbleiben und der Elek- 

20 trophorese nicht mehr folgen konnen. Wird nun die Tempera 
tur gesenkt, so bilden sich die "Loop"-Regionen in Ab- 
hangigkeit ihrer thermodynamischen Stabilitat zuriick, 
wodurch die Mobilitat der Nukleinsauren in dem Trennme- 
dium wieder erhoht wird. Die jeweilige Temperatur ist 

25 eine Stoffcharakteristik der entsprechenden Nukleinsaure. 
Somit gelingt es, die verschiedenen Komponenten in Ab- 
hangigkeit der Temperatur zu trennen. Die Molekule, deren 
Mobilitat erhoht wurde, wandern durch die Trennstrecke 
und konnen am Zielpol der Elektrophorese detektiert 

3 0 werden . 

Es ist ebenfalls moglich, einen Temperaturgradienten mit 
steigender Temperatur in Elektrophorese-Richtung auszu- 
bilden, in welchem die Molekftle zunachst nach ihrem 
thermodynamisch partiellen Aufschmelzverhalten in dem 
Trennmedium getrennt werden. Bei tieferer Temperatur 
werden zunachst die thermodynamisch instabilsten Struk- 
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turen partiell thernisch denaturieren , zun Beispiel bei 
Nukleinsauren durch Ausbildung von "Loop ,, -Regionen. Die 
Mobilitat dieser Nukleinsauren wird drastisch gesenkt, 
so daB diese in dem Trennmedium entweder "steckenbleiben" 
Oder zumindest nur noch sehr langsam wandem. Die ubrigen 
Komponenten wandern weiter durch das Trennnediun, bis 
jeweils ihre spezifische Denaturierung zum drastischen 
Mobilitatsverlust der jeweiligen Molekule in den Trenn- 
medium fuhrt. Bei bestimmter Wahl der MaschengroBe des 
Trenngels fuhrt die Restnobilitat der quasi arretierten 
Bionolekule dazu, daB nach einiger Zeit - wenn auch sehr 
langer Zeit - alle Komponenten des zu trennenden Ge- 
misches die Trennstrecke durchwandern konnen. Unterstutzt 
wird dieser Effekt dadurch, daB die Mobilitat der parti- 
ell denaturierten Nukleinsauren bei vollstandiger Denatu- 
rierung - also Trennung in die Einzelstrange - wieder 
drastisch zunimmt, da jetzt nur noch die Einzelstrange 
durch das Trennmedium wandern. Die thermodynamisch insta- 
bilsten Nukleinsauren, die bei tiefen Temperaturen be- 
reits ihre Mobilitat verlieren, wandern zwar sehr langsam 
in Gel weiter, erreichen jedoch irgendwann ein hoheres 
Temperaturniveau, das zum vollstandigen Aufschmelzen 
fuhrt, so daB die Doppelstrange in ihre Einzelstrange 
zerf alien. Dies fuhrt dann zu der oben beschriebenen 
beschleunigten Wanderungsgeschwindigkeit . 

Dieser Effekt kann auch zur Beschleunigung der Elektro- 
phorese insgesamt ausgenutzt werden. Sind die Komponen- 
ten durch Teildenaturierung und Mobilitatsverlust in dem 
Trennmedium voneinander getrennt worden, dann kann das 
Temperaturniveau des gesanten Trennnediuns uber den 
Schnelzpunkt der Doppelstrange hinaus erhoht werden, um 
alle Doppelstrange vollstandig in Einzelstrange zu uber- 
fuhren. Danach gewinnen alle Komponenten ihre Mobilitat 
zuruck. zur Durchfuhrung dieser Verfahrensweise ist es 
jedoch rforderlich, daB die Tenperatur entweder sehr 
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schnell uber das gesamte Trennmedium aquilibriert wird 
oder die Elektrophorese bis zur Aquilibrierung der Tem- 
peratur unterbrochen wird, beispielsweise durch Abschal- 
5 tung des elektrischen Feldes. Vorzugsweise sind die zu 
trennenden Molekiile von ahnlicher GroBe. Die Verfahrens- 
weise unter den beschriebenen Bedingungen gewahrleistet 
dann bei der isothermischen Elektrophorese mit hohem 
Temperaturniveau, daB die getrennten Komponenten in 
10 weiteren Verlauf der Elektrophorese ihren relativen raum- 
lichen Abstand beibehalten. 

Eine andere Verfahrensweise benutzt lediglich ein zeit- 
lich gesteuertes variables Temperaturprogramm vorzugs- 
15 weise an der Probenauftragsseite der Elektrophorese zum 
Aufbau eines zeitlichen Temperaturgradienten, der zur 
Trennung der Komponenten des Stoffgemisches fuhrt. Man 
laBt die zu trennende Probe zunachst elektrophoretisch 
in das Trennmedium hineinwandern . Das Temperaturniveau 
20 auf der Probenauftragsseite ist so gewahlt, daB beispiels- 
weise bei Nukleinsauren die Doppelstrange zu "Loops" 
aufgeweitet sind, ohne jedoch vollstandig aufgeschmolzen 
zu werden. Die Bildung von "Loops" kann durch geeignete 
Reagenzienwahl unterstutzt werden. Dies fuhrt dazu, daB 
25 die zu analysierenden Komponenten am Beginn der Elektro- 
phorese in dem Trennmedium quasi arretiert sind. Wird 
nun die Temperatur abschnittsweise gesenkt, so bilden 
sich die thermodynamisch stabilsten Doppelstrange zuruck, 
so daB diese Nukleinsauren eine erhohte Mobilitat auf- 
weisen. Diese beginnen dann durch das Trenngel zu 
wandern. Durch die nachfolgende Temperaturanderung werden 
dann nachfolgend die Nukleinsauren mit der nachstniedri- 
geren thermodynamischen Stabilitat mit der Wanderung 
beginnen. Es kann vorteilhaft sein> die Tempera turab- 
senkung schrittweise durchzufuhren, urn den Trennungs- 
effekt in raumlicher Hinsicht zu verstarken. Die mit der 
Wanderung beginnenden Molekule gewinnen quasi einen raum- 
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lichen Vor sprung beim Durchwandern des Trennmediums . Bei 
hinreichend groflem Abstand der thermodynamischen Stabi- 
litat 1st es jedoch auch moglich, den Temperaturgradi- 
5 enten relativ schnell kontinuierlich zu senken. Bei 
dieser Verfahrensweise kann es vorteilhaft sein, auch 
den Elektrophorese-Endpunkt mit einer regelbaren Heiz- 
oder Kuhlvorrichtung zu versehen. 

10 Bei alien erfindungsgemaBen Verfahrensweisen ist es je- 
doch notwendig, zum Aufbau eines reproduzierbaren Tempe- 
raturgradienten bzw. reproduzierbarer isothermischer 
Bedingungen das Trennmedium mit einem thermisch leitenden 
Thermostatiermantel zu umschlieBen. Zur Ausbildung des 
reproduzierbaren Temperaturgradienten bzw. des isothermen 
Temperatumiveaus ist es unbedingt erforderlich, daB der 
EnergiefluB im Thernostatieraantel klein ist gegenuber 
den Energieflussen in Heiz- und Kuhlelement . 



15 



20 



Die zur Temperatur-Gelelektrophorese verwendbaren Tem- 
peraturen liegen vorzugsweise im Bereich von 0 bis ioo*C. 

Das Trennmedium besteht vorzugsweise aus Polyacrylamid- 
Gelen. 



30 



25 Das technische Problem der Detektion von Komponenten 
eines Stoffgemisches, bei dem das Gemisch aus Nuklein- 
sauren besteht, die insbesondere lediglich eine Mutation 
aufweisen, wird durch ein Verfahren gemafl Patentanspruch 
12 gelost. Die Unteranspruche 13 bis 25 sind bevorzugte 
Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens. Das 
in den Patentanspriichen 26 bis 30 beanspruchte Oligo- 
nukleotid wird vorzugsweise als sogenannter Primer zum 
Start der polymerase chain reaction (PCR) verwendet 
(Saiki et al. (1985), Science iifl, 1530-1534). Eine beson- 
dere Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird 
in den Patentanspriichen 32 bis 36 beschrieben. Die Patent- 
anspruche 37 bis 43 betreffen die Verwendung des erfin- 
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dungsgemaBen Vsrfahrens. Die Anspruche 44 bis 46 b tref- 
fen bevorzugte Mittel zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaflen Verfahrens. 

Das erfindungsgemaBe Detektionsverfahren fur Mutationen 
in Nukleinsauregemischen wird im folgenden naher er- 
lautert. 
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Das fur die Mutationsanalyse in Frage kommende Nuklein- 
saure fragment vird zunachst auf eine passende GroBe ge- 
schnitten. Dabei wird die Mutation in einen thermodyna- 
misch labilen Bereich gelegt. Dieser Bereich kann ent- 
weder experimentell oder auch durch Berechnung ermittelt 
werden. Gegebenenfalls kahn das Nukleinsaurefragment 
durch PCR (polymerase chain reaction) amplifiziert 
werden, Dabei wird vorzugsweise die thermodynamisch 
stabilere Region so stabilisiert, daB sie unter maximal 
denaturierenden Bedingungen des analytischen Experimentes 
noch stabil bleibt. Das Nukleinsaurefragment" schmilzt 
dann nicht bis zur vollstandigen Strangtrennung auf, 
sondern bildet eine Y-formige Struktur geringer elektro- 
phoretischer Mobilitat aus. Insbesondere kann diese 
Stabilisierung durch Anfugung einer Region aus stabili- 
sierenden G/C-Nukleotiden oder ungeladenen Nukleotiden 
herbeigefuhrt werden. Der stabilisierende EinfluB von 
mehr als 40 G/C-Basenpaaren wurde bereits von Sheffield, 
V.C et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 232- 
236, beschrieben. Uberraschenderweise hat sich jedoch 
gezeigt, dafl bereits 20 bis 30 G/C-Basenpaare zur Stabi- 
lisierung ausreichend sind. Vorzugsweise bedient man 
sich der Temperaturgradienten-Gelelektrophorese, wie 
sie erfindungsgemafl beschrieben wird. Aber auch die 
Methode der DE-OS 36 22 591 kann Verwendung finden, 
wobei der Temperaturgradient in einer Plattenelektro- 
phores vorrichtung ausgebildet wird und die Trennung mit 
einem auf einer Platte ange rdneten Gel durchgefiihrt 
wird. 
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Will, man bestimmte Nukleinsaurefragmente durch Amplifi- 
zierungsreaktionen wie der sogenannten PCR (polymerase 
chain reaction) vervielfaltigen, werden dazu Oligonukleo- 
tide als sogenannte Primer verwendet. Diese Primer werden 
so gewahlt, daB sie in der Lage sind, mit einem Teil der 
zu untersuchenden Nukleinsaure zu hybridisieren. Vorteil- 
hafterweise sollen die Sonden mit den endstandigen Regi- 
onen dieser zu untersuchenden Nukleinsauren hybridisie- 
ren. Des weiteren ist es wunschenswert, die Primer mit 
Restriktionsschnittstellen zu versehen, urn die amplifi- 
zierten Segmente in Vektoren einbauen zu konnen. In einer 
weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form weisen die Primer 
endstandig chemische Gruppen auf, die als Affinitatsligan- 
den dienen konnen. 

In Figur 1 ist ein besonders bevorzugtes Oligonukleotid 
schematisch dargestellt, welches als Primer in einer PCR 
Verwendung finden kann. Der Primer Hnpl besteht aus einer 
hybridisierenden Sequenz 1, welche etwa 18 bis 25 Nukleo- 
tide aufweist. Zum freien Ende schlieBt sich eine G/C-Box 
aus vorzugsweise 20 bis 30 Nukleotiden an, gefolgt von 
einer Restriktionsschnittstelle sowie einer Oder mehreren 
chemischen Gruppen, die als Aff initatsliganden dienen 
konnen. Der Primer p2 besteht ebenfalls aus einer hybridi- 
sierenden Sequenz 2, einer A/T-reichen Box mit 0 bis 20 
Nukleotiden Lange und einer Restriktionsschnittstelle R2. 
Im Falle der Mutantenanalyse innerhalb hochpolymorpher 
Regionen ist es empfehlenswert, die GrdBe der Regionen 
c, D (Fig. 10) so klein wie moglich, im Extremfall auf 
0 Nukleotide zu halten, urn nur eine polymorphe Position 
zu erfassen. Dies sei an einem Beispiel der Sondenkon- 
struktion zum Nachweis der B-Globin Thalassamie "Yugo" 
(IVS-1-6, T-C) exemplarisch ausgefuhrt. 

Ein wichtiger Typ einer B-Globin Thalassamie ist die 
Splicing-Mutante (IVS-1-6, T-C) auf dem B-Globin Locus. 
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Diase Mutation verhindert das korrekte Splicing zwischen 
Exon 1 und Exon 2. Die Ungebung des mutierten Genortes 
IVS-1-6 ist in Figur 2 wiedergegeben. Es wird ein Aus- 
schnitt des hunanen flgb-Locus 62200 bis 62350 (GenBank- 
Sequenz HUM HBB_PREMRNA) nit intron-Mutante IVS-1-6 und 
den erfindungsgenaB verwendeten Prinern gezeigt. 



Figur 3 zeigt das berechnete Schnelzverhalten dieser 
Nukleinsaure, erhalten unter Anwendung des von Gerhard 
Steger et al. entwickelten Rechenschenas (Steger, G., 
Po, T. , Kaper, J. u. Riesner/ D. (1987), Nucleic Acids 
Res, 15, 5085-5103). Das in Figur 2 wiedergegebene Seg- 
15 xnent schlieBt die intron l-B + -Mutation IVS-1-6 ein. Die 
Nunerierung korrespondiert nit der GenBank Sequenz HUM 
HBB_PREMRNA. Die optinale Sonde fiir denaturierende Gele 
basiert auf den anplifizierten Segnent 62233-62340. Der 
Priner la ist nit einen sogenannten G/C-Schwanz konstru- 
iert. BanHl- und EcoRl-Restriktionsschnittstellen wurden 
zur Integration in den Vektor pBR322 gewahlt. Die Berech- 
nungen fur die verschiedenen DNA-Denaturierungszustande 
von B-Globin-Segnenten bei verschiedenen Tenperaturen 
fur 1 M NaCl sind graphisch dargestellt. Das in Figur 3 
dargestellte Schnelzdiagrann ist wie folgt zu verstehen: 
Auf der Abszisse ist die Position der Nukleinsauren ange- 
geben, wahrend die Ordinate die Wahrscheinlichkeit der 
Strangoffnung reprasentiert , bezogen auf die spezifische 
Nukleotidposition. Die dritte Achse des dreidinensionalen 
Diagranns entspricht einer Tenperaturachse, wobei zu 
beachten ist, daB die Schnelztenperaturen ebenfalls ab- 
hangig sind von der Ionenstarke des Mediuns. Die Wahr- 
scheinlichkeit fur den geoffneten Zustand eines Basen- 
paares ist in Schritten von 0,5"C berechnet. Die drei- 
dinensionale Zeichnung illustriert das sequentielle De- 
naturierungsverhalten verschiedener kooperativ denatu- 
rierender Regionen. Wie in Figur 4 dargestellt, ernie- 
drigt ein interner Loop von der GrdBe eines Basenpaares 



WO 91/02815 



PCT/EP90/01366 



- 15 - 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



bei Position 62302 die Schmelztemperatur der Region ait 
der geringsten Stabilitat. 

Die Figur 5 betrifft die Berechnung der temperaturab- 

hangigen Schmelzkurve in integrierter Form (5a) und in 

der differentiellen Form (5b) , wobei das Symbol (*) den 

Kurvenverlauf des Wildtyp-Homoduplex und (+) den Xurven- 

verlauf des Heteroduplex (Mv) als A/C-Fehlpaarung be- 
deuten . 

Die Figur 5a zeigt die theoretisch abgeleitete optische 
Schmelzkurve des Nukleinsauredoppelstrangs sowohl des 
Homo- als auch des Heteroduplexes (A/C) . Figur 5b zeigt 
die erste Ableitung der in Figur 5a berechneten Schmelz- 
kurve. Es ist erkennbar, dafl der Heteroduplex (+++) im 
Bereich der thermodynamisch labilen Region infolge der 
Mutation deutlich starker destabilisiert ist als der 
Homoduplex (***) aufgrund des in sogenannten Mismatches 
hervorgehobenen internen Loops, in diesem Fall betragt 
die Schmelzpunkterniedrigung dieser thermodynamisch insta- 
bilen Region etwa 4*C gegenuber dem Homoduplex. 

Die Figur 6 zeigt die Analyse des amplifizierten Mutanten- 
Segments mit Primer la*, Primer lb gemafl Figur 2 und des 
amplifizierten Wildtyp-Segments auf der senkrechten Tempe- 
raturgradienten-Gelelektrophorese mit einem linearen 
Gradienten von 10 bis 60 «C. Die aquimolar gemischten 
Fragmente wurden nach Denaturierung/Renaturierung aufge- 
tragen. Die Heteroduplices (Mv, Vm) und die Homoduplices 
(Vv, Mm) werden aufgespalten gemaB der schematischen 
Darstellung. Eine homozygote DNA-Sonde vom Wildtyp wurde 
PCR-amplifiziert unter Einsatz der Primer la* wie oben 
beschrieben. Das Fragment wurde zwischen die BamHl-/EcoRl- 
Stelle von pBR322 integriert. Eine DNA-Probe der homo- 
zyg ten Mutante IVS-1-6 wurde amplifiziert mit BamHl und 
Ec Rl geschnitten, denaturiert und hybridisiert mit einem 



WO 91/02815 



PCT/EP90/01366 



- 16 - 



10 



15 



20 



25 



30 



klonierten BamHl-ZEco^l-Fragment der Wildtyp gb-Sequenz. 
Die resultierenden Homoduplices (2 Banden) und Hetero- 
duplices (2 Banden) sind als vier unterschiedliche Banden 
reprasentiert. Die Y-fdrmigen Konformationen wurden sta- 
bilisiert durch den Einsatz der G/C-reichen Oligonukleo- 
tid-Kette am stabilsten Ende der zu untersuchenden Nukle- 
insaure (s. Myers, R.M. et al. (1985), Nucleic Acids 
Res. 13, 3131). Bei Anwendung der parallelen Temperatur- 
gradienten-Gelelektrophorese ergibt sich bei Mutation 
IVS-1-6 im Probenmaterial das in Figur 7 dargest elite 
Bild. 

Die Figur 7 zeigt die Autoradiographic einer Analyse 
verschiedener Patienten-DNAs nach Amplifikation und Test 
mit dem Wild-Typ Standard (s. Fig. 6, Fig. 2). Die 
Patienten-DNAs, die die IVS-l-6-Mutation enthalten, 
weisen eine zweite Bande auf . Da die Test-DNA nur einen 
markierten Strang enthalt, enthalten nur zwei der vier 
Banden die radioaktive Markierung (s. Einschub in Fig. 
7) . Der parallele Temperaturgradient verlauft zwischen 
25 und 65 'C. 

Das Experiment zeigt daruberhinaus , daB das Mutantennach- 
weissystem nicht nur zum gualitativen sondern auch zum 
quantitativen Nachweis geeignet ist. Das im molaren Unter- 
schufl zugesetzte (radioaktiv) markierte Markerfragment 
(Wildtyp) verteilt sich nach Denaturierung/Renaturierung 
anteilig auf die beiden Allele. Die Mutation des einen 
Allels hat keinen EinfluB auf die 1:1 Verteilung des 
Markers (Fig. 7) . Der Marker selbst tragt nur unterhalb 
der experimentellen Fehlergrenze (± 10 %) zur Verschie- 
bung des 1:1 Verhaltnisses bei. Wenn der interne 
Standard wie im Fall der gleichverteilten Allele nicht 
im zu amplifizier nden Gemisch vorhanden ist, kann er 
extern zugesetzt werden. Ein interner Standard definier- 
t r Kopienzahl kann dazu dienen, ein Template quantitativ 
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zu erfassen, wenn es sich in einer Mutation vom Standard 
unterscheidet. Da exakt identische - Primer eingesetzt 
5 werden, wirken sich Plateau-Effekte, ungleiche Primer- 
konzentrationen oder schlechte Replikationseffizienz 
immer streng symmetrisch auf beide Komponenten aus. Wenn 
sich Standard und zu messende Zielsequenz nicht urn mehr 
als Faktor 100, vorzugsweise 10 unterscheiden, last sich 
10 die Kopienzahl uber das Signalverhaltnis korrekt ermit- 
teln (Fig. 9) . Experimentell bedeutet dieser Ansatz eine 
starke Vereinfachung, da die Polymerase Chane Reaction 
(PCR) unkontrolliert bis in die Sattigung getrieben 
werden kann. 

15 

Die Figur 9 verdeutlicht schematisch das Verfahren, das 
in Figur 7 beschrieben wird. Es wird der zu amplifizie- 
renden DNA ein Standard bekannter Konzentrationen 
(Kopienzahl) zugesetzt, wobei sich der Standard in minde- 
stens einer Mutation, z.B. einer Punktmutation, von der 
zu analysierenden Nukleinsaure unterscheidet. Diese 
Mischung wird einem enzymatischen Amplifizierungsver- 
fahren bis zur Sattigung unterworfen. Danach wird dem 
Amplifikationsgemisch im Unterschufl der Standard in mar- 
kierter Form zugesetzt. Nach mindestens einem Denatu- 
rierungs/Renaturierungszyklus wird die Markierung im 
zahlenmafligen Verhaltnis vom internen Standard und zu 
quantifizierender Zielsequenz in die entsprechenden Homo- 
und Heteroduplexe uberfuhrt. Die Trennung der Homo- und 
Heteroduplexe erfolgt mittels TGGE. Das Verhaltnis der 
Signalintensitat der entstandenen Banden ergibt nach 
Multiplikation mit der Standardkopienzahl die Menge der 
zu bestimmenden Zielsequenz. 

Eine besonders einfache und ef fektive Probenvorbereitung 
fur die Analyse der zu untersuchenden Nukleinsaure wird 
durch die Verwendung ines Primers mit Affinitatsgruppen 
ermSglicht. Als Affinitatsgruppen k mmen beispielsweise 
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Histidyl- und Biotinylreste in Frage. Im Fall der Histi- 
dylreste kommen zwei bis acht, besonders bevorzugt sechs 
Histidylreste zum Einsatz. Dieser chemisch modifizierte 
Primer wird dann an einen polymeren Trager uber entspre- 
chende Af finitatsgruppen fixiert. Im Fall der histidyl - 
modifizierten Primer empfiehlt sich ein an einen poly- 
meren Trager gebundener Chelatkomplex aus zweiwertigen 
tibergangsmetallionen, wie Kupfer und Nickel, und Nitrilo- 
triessigsaure. Die freien Koordinationsstellen des uber- 
gangsme tall ions werden durch zwei Histidylreste besetzt. 
Da Primer und Histidylreste kovalent miteinander ver- 
bunden sind, wird auf diese Weise der Primer an die poly- 
mere Matrix gebunden. Komplexe sind fUr rekombinante 
Proteine (EP-A-0 282 042, EP-A-0 186 069) an NTA-Harze 
beschrieben worden (EP-A-0 253 303) . Werden beispiels- 
weise Biotinylreste kovalent an den Primer gebunden, 
empfiehlt sich ein polymerer Trager, der Avidinmolekule 
kovalent gebunden hat. 

Als polymere Trager kommen entsprechend modifizierte 
Membranen Oder entsprechend modifizierte Partikel in 
Frage. Der polymere Trager soil mechanisch hinreichend 
stabil sein, urn bei Operationen auftretende Druckschwan- 
kungen aufgrund von DurchfluB unbeschadet zu uberstehen. 
Werden nun Nukleinsauren mit Mutationen unter Verwendung 
des beschriebenen Primers amplifiziert, so bilden sich 
Doppelstrange aus, welche an einem Ende (Primer-vermit- 
telt) besagte Af finitatsgruppen tragen. Nach erfolgter 
hinreichender Amplifizierung bringt man das Reaktionsge- 
misch mit dem polymeren Trager und daran gebundenen Af- 
finitatsgruppierungen wie Nickelchelaten Oder Avidinmole- 
kfilen zur Umsetzung. So werden spezifisch die durch den 
Primer amplifizierten Sequenzen an der Oberflache des 
festen Tragers gebunden. Dies kann entweder in einem 
Batch-Verfahren oder in Form einer Saulenfiltration er- 
f lgen. Durch di se Vorgehensweise werden die un rwunsch- 
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ten Enzyme und Reagenzien, welche zur Anplifikation 
bendtigt werden, einfach und sohonend abgetrennt. Die an 
der Matrix gebundenen amplifizierten Nukleinsaurefrag- 
mente konnen nun in einfacher Weise nit einer markierten 
Nukleinsauresonde, die vom Wildtyp abgeleitet ist, inku- 
biert werden. Durch einen Oder mehrere Denaturierungs-/ 
Renaturierungszyklen bilden sich Heteroduplexe, die nach 
Elution von polyneren Trager, etwa durch Variation der 
Pufferbedingungen oder Auswaschen mit einem Konpetitor, 
der Analyse direkt unterzogen werden konnen. Die so auf- 
gearbeiteten Proben konnen zun Beispiel unnittelbar der 
Temperatur-Gelelektrophorese unterzogen werden. 

Die Figur 8 stellt ein erfindungsgemaBes Schema zur TGGE- 
gerechten Probenvorbereitung dar. Der Primer Hnpl tragt 
einen Oligo-Histidyl-Rest als 5 ' -gekoppelte Seitenkette 
und ist somit unter neutralen oder alkalischen Be- 
dingungen an NTA-Liganden tragende Festphasentrager zu 
binden. Bei diesem Schritt werden kontaminierende Enzyme 
und Reagenzien entfernt. Nach Zugabe des Nachweisrea- 
genzes und eventuell interner Marker substanz en wird der 
Denaturierungs -/Renaturierungszyklus durchlaufen. Auf 
diese Weise werden die umrahmten Strukturen Mm und Mv 
(markierter Homoduplex/markierter Heteroduplex) zur TGGE- 
Analyse verfugbar. Das heiBt, der zweite Strang des Ana- 

lyten wird in der nachfolgenden TGGE-Analyse nachgewie- 
sen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung, die in den Anspriichen 
51 bis 62 beansprucht wird, erlaubt insbesondere die 
Durchfuhrung der erfindungsgemaflen Verfahren. Die Vor- 
richtung besteht aus mindestens zwei Heiz- oder Kuhl- 
vorrichtungen oder einer Heiz- und einer Kuhlvorrichtung 
zum Aufbau des Temperaturgradienten. Die Heiz- oder 
Kuhlvorrichtungen sind mit Warmereserv irs verbunden, urn 
die nach dem erfindungsgemaflen Verfahren geforderten 
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Energieflusse zu gewahrleisten. Die Warmer eservoirs und 
Heiz- Oder Kuhlvorrichtungen sind so ausgebildet, daB 
sie einen ein Trennmedium enthaltenden Hohlkorper voll- 
Jcoiamen umgeben. Dieser Hohlkorper enthalt die zur 
Trennung verwendete Trennmatrix Oder das tragerfreie 
Trennmedium in seinem Lumen. Zum Aufbau des reproduzier- 
baren Temperaturgradienten oder bei isothermer Verfahrens 
weise zur Gewahrleistung eines reproduzierbaren einheit- 
llchen Temperaturniveaus des Trennmediums ist der Hohl- 
korper von einem Thermostat iermantel umgeben. Dabei kann 
der Thermostatiermantel vorzugsweise thermisch leitend 
mit dem Warmereservoir oder den Heiz- oder Kuhlvorrich- 
tungen verbunden sein. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kann der Thermosta- 
tiermantel durch eine Metallplatte gebildet werden, die 
mit Bohrungen versehen ist, in die der das Trennmedium 
enthaltende Hohlkorper, vorzugsweise Glas- 'oder Kunst- 
stoffrohrchen, eingefuhrt werden konnen. Vorzugsweise 
werden zwei Metallplatten mit eingefrasten parallelver- 
laufenden Nuten verwendet, wobei die durch die Nuten 
entstehenden Aussparungen nach dem Zusammenlegen der 
Metallplatten der auBeren Form des zur Trennung verwen- 
deten Hohlkorpers entsprechen und die Metallplatten in 
unmittelbarem Warmekontakt stehen. 



Die Figur 10 zeigt schematisch den Aufbau einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaflen Vorrichtung. 
Figur la zeigt einen Querschnitt durch den von einem 
Thermostatiermantel umschlossenen Hohlkorper mit innen 
angeordnetem Trennmedium langs der Linie A A. 

Die Figur 11 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuhrungs- 
form der erfindungsgemaflen Vorrichtung zum Aufbau eines 
zeitlichen Temperaturgradienten. 
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Die Figur 12 zeigt schematise* eine Aus fuhrungs form der 
erfindungsgeoaBen Vorrichtung, die eine Vielzahl der zur 
Trennung verwendeten Hohlkorper aufnehmen kann. 

Die Figur 13 verdeutlicht schematise* den erfindungs- 
geaaBen Verfahrensablauf ait einer Vorrichtung gemaB 
Figur 11. 

Die Figur 14 und 14a zeigt eine bevorzugte Ausfuhrungs- 
form der erfindungsgemaflen Vorrichtung gemaB Fig. 12. 
Hierbei ist der Thermostatiermantel aus einer aus zwei 
Teilen bestehenden Metallplatte gebildet. Der rohrenfor- 
mige, das Trennmedium enthaltende Hohlkorper wird in auf 
beiden Platten parallelverlaufenden Nuten gehalten. 

Die Figuren 14a, 15a und b zeigen einen seitlichen Quer- 
schnitt durch die Vorrichtung gemaB Figur 14 langs der 

Linie B b, wobei Figur 15a als Momentaufnahme in 

schematischer Form die Probenaufnahme demonstriert. Die 
Figur 15b zeigt die Vorrichtung in betriebsbereitem Zu- 
stand, indem der zur Trennung verwendete Hohlkorper je- 
weils oben und unten in ein Pufferreservoir 50 eintaucht. 

Die in Figur 10 dargestellte bevorzugte Ausfuhrungsform 
besteht aus zwei Heiz- oder Kuhlvorrichtungen l, 2 alt 
den dazugehorigen Temperaturen T 2 und T . Diese Heiz- 
bzw. Kuhlvorrichtungen l, 2 sind leitend mit Warmere- 
servoirs 4/ 5 verbunden. Die Heiz- oder Kuhlvorrichtun- 
gen sowie das Warmereservoir weisen vorzugsweise zen- 
trische Durchbohrungen auf. Durch diese Bohrungen ist 
ein Hohlkorper 6 vorzugsweise beidseitig durchdringend 
angeordnet. Der Hohlkorper 6 ist von einem Thermosta- 
tiermantel 7 allseitig umschlossen. Vorzugsweise befin- 
det sich der Hohlkorper 6 im Thermostatiermantel 7 zen- 
triert. D r Hohlkorper 6 enthalt in s inea Lumen das zur 
Trennung verwendete Medium. Der Thermostatiermantel 7 



WO 91/02815 



PCT/EP90/01366 



- 22 - 



10 



15 



20 



25 



30 



besteht vorzugsweise aus wanneleitendem Material, be- 
sonders bevorzugt einem Material, aus dem auch die 
Warmereservoirs hergestellt sind. Die Temperaturniveaus 
1, 2 werden vorzugsweise durch Peltierelemente, thermo- 
statisierbare Flussigkeitsbader Oder elektrische Heizun- 
gen 9 beheizt bzw. gekuhlt. Am Ende der Trennstrecke ist 
eine Detektionseinheit 10 vorgesehen. Die Fig. 10a zeigt 
die Situation in Querschnitt langs der Linie A — A. 
Der Zwischenraum zwischen der aufleren Wand des Hohlkor- 
pers 6 und der inneren Wand des Thermostatiermantels 7 
ist vorzugsweise durch eine viskose Flussigkeit 8 ausge- 
fullt. Das Trennmedium fullt vollstandig den Querschnitt 
des Hohlkorpers 6. Der Hohlkorper 6 ist vorzugsweise 
zylindrisch ausgebildet, besonders bevorzugt als Kapi- 
llare. Die an einer beliebigen Stelle der Trennstrecke 
herrschende Temperatur berechnet sich nach der Formel T 
- T 2 - (T 2 - T 1 ) x d 2 /(d 1 + d 2 ). Dabei bedeutet d x der 
Abstand des Ortes von der Temperatur T^ und d 2 der Ab- 
stand des Ortes von der Temperatur T 2 , die jeweils an 
den Temperaturniveaus 2, 1 herrschen. 

Die Fig. 11 zeigt eine bevorzugte Aus fuhrungs form zur 
Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens als einer 
von einem zeitlichen Temperaturgradienten uberlagerten 
Elektrophorese. Sie besteht aus drei Temperaturniveaus 
1, 2, 3, die vorzugsweise wiederum mit Warmereservoirs 
verbunden sind. Die Komponenten Hohlkorper 6, Warmeaus- 
tauschmantel 7, Detektionseinheit 10, Heiz- Oder Kiihl- 
vorrichtung 9 sind ahnlich der Vorrichtung gemafl Fig. 10 
ausgebildet. Lediglich der Thermostat iermantel 7 ist mit 
dem Warmereservoir der Heiz- oder Kuhlvorrichtung am 
Temperaturniveau 2 thermisch nicht leitend verbunden. 

Die Figuren 13a bis 13d zeigen den Verfahrensablauf wie 
er beispielsweise mit einer V rrichtung gemafl der Fig. 
11 ausgefuhrt wird. Der Gradient des elektrischen Feldes, 
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das zur Trennung verwendet wird, ist in Richtung der 
Abszisse aufgetragen und symbol is iert gleichzeitig be- 
liebige Orte der zu durchlaufenden Trennstrecke . Auf der 
Ordinate sind einmal in positiver Richtung die Tempera- 
turniveaus in Abhangigkeit voir Ort eingezeichnet (Fig. 
13a) . Die Wanderungsgeschwindigkeit der Komponenten der 
zu trennenden Probe ist durch Stufenfunktion unterhalb 
der Temperaturkurve dargestellt. Z.B. ist die Wanderungs- 
geschwindigkeit (V) bei T 1 (t Q ) ungefahr gleich Null. 
Aufgetragen wird die. Probe bei Temperaturniveau T Q/ das 
in diesem Pall einfachheitshalber gleich dem Temperaturni- 
veau T 2 am Ende der Elektrophorese-Trennstrecke sein 
soli. Nach Auftrag nehmen die Stoffe 1 und 2 das gepunkte- 
te Volumen in bezeichneter Position ein. Die Probe wan- 
dert langs des Feldgradienten in dem Trennmedium, bis 
sie das Temperaturniveau T x erreicht. Wenn beispielsweise 
die Probe aus Nukleinsauren besteht, erfahren diese hier 
eine teilweise Denaturierung durch Aufweitung des Doppel- 
strangs in sogenannte "Loops'' . Dadurch bedingt wird die 
Wanderungsgeschwindigkeit reduziert. Die Probe wird auf- 
konzentriert an der Grenze zwischen T Q und T.. Diese 
Situation ist in Pig. 13b in Form des geringeren Volu- 
mens dargestellt (Zeitpunkt t x ) . Die Temperatur des Tem- 
peraturniveaus T x wird nun abgesenkt als Funktion der 
Zeit. Die thermodynamisch stabilere Fraktion, in Fig. 
13c als Fraktion Nr. 2 gekennzeichnet, schlieBt nun die 
Doppelhelix und gewinnt hohere Mobilitat. Dadurch bedingt 
beginnt diese Fraktion in das Trennmedium zu wandern. 
Fig. 13d zeigt nun die Situation bei einem Zeitpunkt t 3 , 
bei dem die Temperatur T so weit abgesunken ist, daB 
auch die thermodynamisch instabilere Probe, hier mit der 
Nr. 1 gekennzeichnet, mit der Wanderung durch das Trenn- 
medium beginnt. Die Komponente Nr. 2 hat in dieser Zeit 
allerdings schon einen betrachtlichen Teil der Trenn- 
strecke durchlaufen der sie bei entsprechender Dimensio- 
nierung bereits verlassen, wo sie detektiert werden kann. 



WO 91/02815 



PCT/EP90/01366 



- 24 - 



Diese Ausfuhrungsform verwendet vorzugsweise eine sehr 
kurze Kapillare mit Trennmedium und laBt sich an drei 
thermisch voneinander getrennten Bereichen thermosta- 
tieren (T Q , T^ T 2 ). Die an der Tempera turgrenze zwi- 
schen T Q und 1 1 stattfindende partielle Denaturierung, 
beispielsweise von Nukleinsauren zur Bildung interner 
"Loops", kann durch entsprechende Reagenzien unterstutzt 
werden . 

An den Grenzen der einzelnen Temperaturniveaus kommt es 
jedoch fiber einen flussigen Warmetauscher zu unscharfen 
Temper aturgrenz en, so daB die Darstellung gemaB Fig. 12 
nur als idealisierte Rechteckform von Tempera tur und 
Wanderungsgeschwindigkeit gesehen werden soil. Um trotz- 
dem eine moglichst scharfe Grenze der Temperaturniveaus 
zu gewahrleisten, wird bevorzugt, die Temperaturniveaus 
T 2/ T i/ T o nicht warmeleitend zu verbinden. 

Diese erfindungsgemaBe Verfahrensweise ist auch mit 
flachigen Trennmedien realisierbar, die einseitig tem- 
per iert werden, wie es fur einfache raumliche Temperatur- 
gradienten in der deutschen Patentanmeldung P 36 22 591 
beschrieben ist. 

Die Fig. 12 zeigt eine bevorzugt e Vorrichtung, die da- 
durch gekennzeichnet ist, daB Heiz- und Kiihlvorrichtun- 
gen 1, 2 mit den entsprechenden Warmereservoirs 4, 5 
eine Vielzahl der Hohlkorper 6 aufnehmen konnen, indem 
die Vorrichtungen 1, 2 und 4, 5 blockartig - 4a, 5a - 
ausgestaltet sind und eine Vielzahl von Durchbohrungen 
11 aufweisen, durch die die Hohlkorper 6 hinausragend, 
vorzugsweise endseitig hinausragend angeordnet sind. 
Diese Vorrichtung hat den Vorteil, daB sich mit einer 
Vorrichtung eine Groflzahl von Analysen mit dem Ziel der 
Detektion von bekannt n der unbekannten Mutati nen durch- 
fuhren laBt. Die V rrichtung gewahrleistet, daB mehrere 
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Prob n gleichzeitig unter Temperierung durch yerschiedene 
Thermostat ierelemente, jedoch ait je einem gemeinsamen 
Heiz- oder Kuhlsystem analysiert werden konnen. Eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform ist auf das Format Mikrotiter 
(96 well) adaptiert im Sinne linearer Mehrkanalsysteme, 
vorzugsweise 8 oder 12, oder einem 96-Kanal-System. Als 
"Read out»-System finden vorzugsweise fluoreszenzmarkier- 
te Nukleinsauresonden Verwendung, die optisch durch 
handelsubliche Detektionssysteme am Anfang und/oder am 
Ende der Thermostatiervorrichtung als Punktion der Trenn- 
dauer und ortsfest registriert werden konnen. Damit 
lassen sich mit Hilfe von geeigneten Reagenzienkits Muta- 
tionen in genetischem Material automatisch auswerten. 

Die thermische Aguilibrierung der jeweiligen Heiz- oder 
Kuhlvorrichtungen kann homogen elektrisch uber Heiz- 
drahte, vorzugsweise jedoch uber Peltierelemente erfol- 
gen. Auch flussige Heizvorrichtungen in Form thermosta- 
tierbarer Flussigkeitsbader kommen in Frage. Hierbei ist 
jedoch darauf zu achten, dafi die mit den thermostatier- 
baren Ummantelungen der Kapillare verbundenen Heiz- oder 
Kuhlvorrichtungen gegenuber alien Ummantelungen nahezu 
identische Temperaturen an den jeweiligen tfbergangs- 
stellen aufweisen. Dieses laBt sich durch eine symme- 
trisch gebaute Peltierheizung/-Kuhlung realisieren oder 
im Falle der Flussigtemperierung durch gegenlaufige durch- 
stromte Kanale, wobei die Summe der Temperaturen gegen- 
uberliegender Flusse an jeder Kapillarposition nahezu 
identisch bleibt. 

Die erfindungsgemafl ausgestaltete Temperaturgradienten- 
Gelelektrophorese eignet sich insbesondere auch far eine 
Vorgehensweise, bei der ein Temperaturgradient nicht 
raumlich dimensioniert ist, sondem zeitlich variabel 
bzw. zeitlich gradientenformig aufgebaut wird. Darunter 
ist zu verstehen, dafl ein Heiz- oder Kuhlreservoir mit 
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einem zeitlich definierten Temperaturprogramm geregelt 
wird, wodurch sich die Mobilitaten der zu trennenden 
Molekule letztlich als Punktion der Zeit steuern lassen. 
So laBt sich zum Beispiel eine offene zirkulare Nuklein- 
saure Oder auch eine partiell denaturierte doppelstrangi- 
ge Nukleinsaure bei hohen Temperaturen im Gel guasi 
"arretieren" und erst nach Ablauf einer bestimmten Zeit 
durch Senken der Temperatur nach reversibler Strukturruck- 
bildung in dem Trennmedium mobilisieren. Dies gilt fur 
die Trennung in Kapillaren und auf flachigen Tragern. 
Der Vorteil dieser Technik liegt darin, daB hierbei 
aufierst kurze Trennstrecken realisiert werden konnen. 

Die schematischen Figuren 15a und b zeigen eine bevor- 
zugte Vorrichtung zur Durchfuhrung des erf indungsgemaflen 
Verfahrens, in welches gemaB Figur 14 12 Proben simultan 
analysiert werden konnen. Es ist erkennbar, dafl insgesamt 
4 Temperaturniveaus T Q bis T 3 variabel geregelt werden 
konnen. Mit dieser bevorzugten Vorrichtung lassen sich 
sowohl raumliche, zeitliche als auch Kombinationen aus 
raumlichen und zeitlichen Gradienten aufbauen. Diese 
erfindungsgemaBe Vorrichtung ist besonders geeignet, im 
Laboratoriun die Parameter zur Trennung der zu anlysieren- 
den Proben zu optimieren. 



Die Figur 14 zeigt eine bevorzugte Aus fuhrungs form der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung. Es sind insgesamt 4 regel- 
bare Heiz- bzw. Kuhlvorrichtungen (35 bis 38) vorhanden. 
Die Temperaturniveaus T Q bis T 3 sind unabhangig vonein- 
ander regelbar. Die Temperatur wird durch Einleiten ent- 
sprechend temperierter Flussigkeiten, durch die Zulaufe 
40, in die hier als Metallblocke ausgestalteten Tempera- 
turreservoirs eingestellt. Auf der gegenuberliegenden 
Seite der Zuflusse 40 werden die zur Temperierung verwen- 
deten Flussigkeiten durch entsprechende Ablaufe (hier 
nicht gezeichnet) abgeleitet. Der das Temperaturniveau 
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35 bildende Metallblock ist mit Durchbohrungen versehen, 
in welchen die zur Trennung verwendeten Hohlkorper 6 
durchgaschoben werden konnen. Die den Thermostatiermantel 
5 bildende Metallplatte 7 ist aus zwei Teilen, die vorzugs- 
weise verechraubt sind, aufgebaut. In dieser Platte be- 
finden sich an jeweils gegenuberliegenden Positionen 
eingefraste Nuten, die auf den Durchmesser des Hohl- 
korpers 6 abgestimmt sind. Die Metallblocke 35 bis 38, 
10 welche die entsprechenden Tempera turniveaus bereitstel- 
len, sind mittels eines Verbindungsstucks 43 durch 
Schrauben mit dem Thermostatiermantel 7 verbvinden. 
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Die Figur 14a zeigt einen Querschnitt der in Figur 14 
gezeichneten Vorrichtung langs der Linie B — b. Der 
zur Trennung dienende Hohlkorper 6 durchdringt die den 
Thermostatiermantel bildenden Hohlkorper 7 vollstandig. 
Vorzugsweise befindet sich im Zwischenraum, der zwischen 
Hohlkorper 6 und Thermostatiermantel 7 gebildet wird, 
eine viskose Flussigkeit. Die Metallblocke 37 und 38 
sind thermisch leitend durch direkten Kontakt der 
planaren Seitenflachen mit dem Thermostatiermantel 7 
verbunden. Vorzugsweise sind die Blocke 37, 38 und der 
Thermostatiermantel 7 aus dem selben Material gefertigt. 
In einer besonderen Aus fuhrungs form sind diese Elemente 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung einstuckig. Die das 
Temperatumiveau T Q , ^ aufbauenden Metallblocke sind 
beispielsweise einstuckig mit dem den Hohlkorper 6 um- 
fassenden Thermostatiermantel. Die die Temperaturniveaus 
V T ! aufbauenden Metallblocke 35, 36 sind durchbohrt. 
Die Bohrungen in den verschiedenen Metallbldcken und dem 
Thermostatiermantel werden zur Deckung gebracht, so daB 
der zur Trennung verwendete Hohlkorper 6 durch die aus 
den einzelnen Elementen 35, 36, 37 und 38 aufgebaute 
Vorrichtung hindurchgeschoben werden kann. Die Metall- 
blocke 35 bis 38 sind mit den Durchbohrungen 15 (Quer- 
schnitt) versehen, durch welche die zum Aufbau 
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des jeweiligen Temperaturniveaus verwendete Flussigkeit 
hindur chs tromt . 

Im folgenden wird beschrieben, wie das in der Figurenbe- 
schreibung 2U Figur 2 und 3 beschriebene Gemisch aus 
markierten Hybriden, die einen Homoduplex und einen 
Heteroduplex (Einbasen-mismatch) represent ieren, getrennt 
wird. Die zwei in der Figurenbeschreibung zu Figur 2 und 
3 beschriebenen klonierten Inserts (Wildtyp und IVS-1-6) 
wurden in Form ihrer EcoRl/Bam HI verdauten Plasmide (je 
45 ng) gemischt. Ihnen wurde in limitierter Menge (9 ng 
bezogen auf Plasmid) das radioaktiv markierte Insert 
beigemischt, wobei der Radioaktivitatsmarker durch 
32P-dATP, dCTP, dGTP, dTTP-Einbau mit Polymerase-1 Klenow- 
Fragment erfolgt. Die spezifische Aktivitat betrug ca. 
10 6 cpm/pMol Schnittstelle. Die Mischung wurde in 55 ^1 
Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,5 bei 98 *C fur 2 
Minuten denaturiert und nach Einstellen auf 250 mM NaCl 
bei 50 *C fur eine Stunde renaturiert. Die DNA wurde mit 
2,5 Vol* Ethanol 30 Minuten bei -20 *C gefallt, mit 80 % 
Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Probe wurde in 
0,01 x TBE Bromphenolblau aufgenommen. 13.000 cpm in 3 
Ml wurden auf einer planen Platinelektrode (Fig. 15a 30) 
als Tropfen 40 vorgelegt. Der Probenauftrag erfolgte 
elektrophoretisch nach Eintauchen der Kathoden-seitigen 
Kapillare durch Anlegung einer Spannung von 100 V gegen 
die geerdete Platinkathode 30 (Fig. 15a) fur je 2 
Minuten. Da der TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 
2,5 mM EDTA, pH 8,3) in Richtung hoher pH-Werte eine 
hohe Pufferkapazitat aufweist, wird die Probe trotz 
niedriger Pufferkonzentration (0,01 x TBE) nicht urn mehr 
als eine pH-Einheit alkalischer (pH 8,3 bis 9,3). Ca. 50 
% der markierten Nukleinsaure wird auf diese Weise vom 
Gel aufgenommen. 
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Als Kapillaren wurden gefullte Glaskapillaren rait 5 % 
Polyacrylamid-Gel und einem Innendurchmesser von 0,45 mm 
verwendet. Die Pufferbedingungen waren mit 0,1 x TBE, 4 
M Harnstoff gewahlt. Die Figur 15b zeigt schematisch die 
erfindungsgemafle Vorrichtung beim Elektrophoresebetrieb. 
nach erfolgter Probenaufnahme werden beide Enden der 
Kapillaren 6 in Kontakt mit je 100 ml Pufferreservoir 50 
10 gebracht. 

a) Die Probe wurde in einea raumlichen Gradienten aufge- 
trennt (T 3 = 30'C, T, 70 4 C). 

Tabelle 1 zeigt die Differenz der Wanderungsstrecken 
des Homoduplexes verglichen mit der jeweiligen Wande- 
rungsstrecke des Heteroduplexes in era. Im erwarteten 
Temperaturintervall 40*C bis 50*C ergibt sich die 
experimentell gewunschte Auftrennung der Signale. 
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Elektrophorese- Differenz der Kapillargel-Position 
dauer (min.) (an) von Wildtyp Fragment und 

IVS- 1- 6 -Fragment 



30 
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42 
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54 
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66 
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78 
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90 
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102 


6 


114 
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126 


7 


138 


7 


150 


9 


162 


11 



Die Daten beruhen auf Einzelaessungen in getrennten 
Kapillaren. 
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b) Analog der Vorgehensweise der Figuren 13a bis d wurde 
die Probe auf der Seite T Q aufgetragen. (T « T 2 37 
m t 3 » 30 *C) und die Trennung uber die 4 mm Trenn- 
strecke mit der Temperatur T x durchgef uhrt . Nur 
die Proben, die T x im Temperaturintervall (40 < T x 
< 50) passiert haben, werden aufgetrennt. 

Wahrend der Elektrophorese wurde erfindungsgemafl das 
Temperaturniveau von T x linear abgesenkt. Die Proben, 
die T x knapp unterhalb der Temperatur erreichen, bei der 
die Dissoziation in die Einzelstrange erfolgt (50*0), 
werden im Segment T x 36 (4 mm Trennstrecke) in Banden in 
einem relativen Abstand von bis zu 1 cm getrennt. 

Die Kombination raumlicher und zeitlicher Gradienten der 
Temperatur, wie sie mit einem statisch chemischen Gradi- 
ent ensyst em nicht erreicht werden kann, ist fur einige 
Anwendungen von grofler praktischer Bedeutung. Zwei Anwen- 
dungen seien exemplarisch dargestellt. sie werden in 
Figur 16 schematisch erlautert. 

a) Fragmente sehr unterschiedlicher nativer Wanderungsge- 
schwindigkeit, z.B. infolge stark differierender 
GroBen der Fragmente, sind gemeinsam nur schwierig zu 
analysieren. Mitunter unterliegt das schnellwandernde 
kleine Fragment 60 (Fragmente und ihre jeweiligen 
Gelpositionen sind als kleine Balken reprasentiert) 
bereits der Strangtrennung, wahrend das grofle Fragment 
70 die Temperatur beginnender Denaturierung noch nicht 
erreicht hat. Erf indungsgemaB wird die hohe Temperatur 
T 2 so singestellt, daB noch keine Trennung des stabil- 
sten Doppelhelix-Segments bzw. der G:C Klammer ein- 
tritt. Die Temperatur T 1 wird jedoch wahrend der Elek- 
trophorese von niedriger Temperatur auf stetig hohere 
Temperatur geregelt, hochstens bis T x « T 2 rreicht 
ist, Auf diese Weise durchlauft jedes Molekul den 
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Temperaturgradienten , unabhangig von seiner Wande- 
rungsgeschwindigkeit bzw. Grofle. 

b) Renaturierungsexperimente, wie sie in der Pigur 16b 
und 16c schematisch beschrieben sind, ergeben nur 
dann scharfe Bandensignale, wenn nicht allein ein 
raumlicher Teaperaturgradient durchlaufen wird. in 
diesea Fall koamt es naalich zu einea unerwunschten 
Effekt der Bandenverbreiterung bei der Riickfaltung, 
der uaso storender ist, je steiler die Denaturierungs- 
kurve verlauft. In diesem Fall wird die Front der 
Bande gegenuber dem Bandenende stark beschleunigt, da 
ruckseitig eine niedrigere Temperatur herrscht. la 
Ergebnis wird die Bande diffus. Der Effekt ist hin- 
gegen sebr erwunscht, wenn uagekehrt die Bandenfront 
in Laufrichtung gesehen relativ bei hoheren Teapera- 
turen lauft. ErfindungsgemaB laBt sich dies auch bei 
Renaturierungsexperiaenten erreichen durch Koabination 
raualicher und zeitlicher Gradienten. Anstelle einer 
Renaturierung in einem linearen T-Gradienten, wie er 
z.B. ait einer Vorrichtung geaaB Figur 1 durchgefuhrt 
werden kann, kann die Probe in einea relativ steigen- 
den Gradienten zwischen T x .und T, (Figur 10) in den 
Zeiten t Q bis t 3 (Figur 16b und c) der Elektrophorese 
unterworfen und analysiert werden, wobei jedoch beide 
Teaperaturen geaeinsaa (Figur 16b) oder nur T. (Figur 
16c) in einea MaBe herabgesetzt werden, daB die Probe 
ait der Laufzeit einer niedrigeren Temperatur ausge- 
setzt ist, die Bandenfront jedoch iaaer eine hohere 
Teaperatur hat als ihre Ruckseite. Auf diese Weise 
tritt erfindungsgemaB eine Bandenscharfung ein. 

Das erfindungsgemafle Verfahren und die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung konnen sowohl zur analytischen Erfassung und 
quantitativen Erfassung als auch zur Preparation von 
K mponenten aus Stoffgemisch n verwendet werden. Die 
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Analyse und Praparation konnen an vielen Prob n simultan 
durchgefuhrt werden; Detection und Auswertung konnen 
automatisch erfolgen. Insbesondere eignen sich Verfahren 
5 und Vorrichtung zur Praparation und Analyse von Viroiden, 
viralen Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur Analyse von 
Mutationen in Nukleinsauren, zur Analyse von Mutationen 
in Proteinen und zur Analyse von Protein*-Nukleinsaure- 
Komplexen, 

10 

Die TGGE erweist sich zur Praparation von Varianten als 
besonders vorteilhaft, da die direkte Sequenzierung von 
Varianten moglich wird ohne vorherige Klonierung. Dies 
wird ermoglicht durch Elution geringster Mengen einer 

15 spezifischen Variante, die einer enzyaatischen Amplifi- 
kation und nachfolgender Sequenzierung unterworfen wird. 
Solche Arbeitsweisen werden in Zukunft an Bedeutung ge- 
winnen, da durch Sicherheitsauflagen das Arbeiten mit 
sonst zur Amplifikation verwendeten Vektoren und das 

20 Arbeiten mit rekombinanten Organismen erschwert" wird. 
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Patentansp^ uehe 

1. Verfahren zur Trennung und Detektion von Komponenten 
eines Stoffgemisches durch Temperaturgradienten-Gel- 
elektrophorese (TG6E) , dadurch gekennzeichnet, daB 
entweder 

ein raumlicher Temperaturgradient in Richtung des 
zur Trennung verwendeten elektrischen Feldes durch 
mindestens zwei raumlich voneinander entfernte Tem- 
peraturniveaus aufgebaut wird oder 

- ein zeitlicher Temperaturgradient durch zeitliche 
Variation der Temperatur eines Temperatumiveaus 
aufgebaut wird oder 

- ein Temperaturgradient durch Kombination des raum- 
lichen und zeitlichen Temperaturgradienten aufgebaut 
wird, 

- der Temperaturgradient leitend in die Gelmatrix uber- 
tragen wird, 

- die Temperaturniveaus zum Aufbau des raumlichen Tem- 
peraturgradienten durch regelbare Heiz- oder Kuhl- 
vorrichtungen eingestellt werden, wobei Orte gleichen 
elektrischen Potentials identische Temperaturen auf- 
weisen, oder 

- zum Aufbau des zeitlichen Temperaturgradienten an 
jedem Ort der Trennstrecke . in dem Trennmedium das 
Temperatumiveau in zeitlicher Abhangigkeit mittels 
einer oder mehrerer regelbarer Heiz- oder Kuhlvor- 
richtungen frei wahlbar einstellbar ist und ggf . 

- am Ende der Trennstrecke die getrennten Komponenten 
detektiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Zeit, in der die Temperaturanderungen statt- 
finden, kurzer ist als die Zeit des Durchlaufs der 
Komponenten des zu trennenden Gemisches durch das 
Trennmedium wahrend der Elektr phorese. 
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3. 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich 
net, dafi die Elektrophorese fur die Dauer der Tempera 
turaquilibrierung abgeschaltet wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Temperatur im Bereich von 0 
bis 100 # C regelbar ist. 

10 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 

gekennzeichnet, dafl die Temperaturregelung der Tempe- 
raturniveaus durch thermostatisierte Fliissigkeits- 
bader, Peltierheizungen Oder elektrische Heizungen 
erfolgt. 



15 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sich das Trennmedium in einem 
zylindrischen Hohlkorper oder auf einem flachigen 
Trager befindet. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafi sich das Trennmedium in einem Glas- oder Kunst- 
stof frohrchen befindet oder der flachige Trager eine 
Metallplatte mit einer darauf befindlichen Folie 
ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Detektion der Komponenten 
automat isch erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die zu trennenden Komponenten 
geladene Biopolymere sind. 



10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dafi di zu trennenden Komponenten Nukleinsauren oder 
Proteine sind. 
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11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die Elektrophorese in einer poly- 
meren Mediums truktur, vorzugsweise an Polyacrylamid 
als Trennmedium Oder in einem tragerfreien Medium 
durchgefuhrt wird. 

12, Verfahren zur qualitativen und quantitativen Detekti- 
on von Mutationen von Nukleinsauren durch Analyse 
des durch Hybridisierung des die Mutation aufweisen- 
den Nukleinsaurefragments (Mutante) mit dem diese 
Mutation nicht aufweisenden Nukleinsaure fragment 
(Wildtyp) gewonnenen Heteroduplexes , wobei das die 
Mutation tragende, zu untersuchende Nukleinsaurefrag- 
ment so gewahlt wird, dafl die Mutation in einer ther- 
modynamisch instabilen Region des Heteroduplexes 
liegt. 



20 13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Auswahl der 

die Mutation enthaltenden thermodynamisch instabilen 
Region durch Berechnung erfolgt. 



25 



14. Verfahren nach einem der Anspruche 12 und/oder 13, 
wobei das zu untersuchende Nukleinsaurefragment so 
gestaltet wird, dafl die Mutation in der thermodyna- 
misch instabilsten Region liegt. 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, wobei 
die thermodynamisch stabilere Region des Nukleinsaure 
fragments endstandig Oligo-G- und/oder -C-Nukleotide 



16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Anzahl der G- 
und/oder C-Nukleotide 20 bis 30 betragt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 16, wob i 
die Nukleinsauren durch Polymerase Chain Reaction 
(PCR) amplifiziert w rden. 
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18. Verfahren nach einexa der Anspruche 12 bis 17, wobei 
die beiden verwendeten Oligonukleotide in unmittel- 
barer Nachbarschaft zur nachzuweisenden Mutation an 
die zu amplifizierende DNA hybridisieren. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, wobei 
die zu untersuchenden Heterduplices nach Probenvor- 
bereitung einer Temperaturgradienten-Gelelektropho- 
rese (TGGE) unterzogen werden. 



20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei der Temperaturgra- 
dient senkrecht zur Richtung des elektrischen Feldes 

15 verlauft. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, wobei der Temperaturgra- 
dient parallel zur Feldrichtung des elektrischen 
Feldes verlauft. 



22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei der Temperaturgra- 
dient zeitlich variiert wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei der Temper aturgra- 
dient von einem hoheren Temperaturniveau kathoden- 
seitig des elektrischen Feldes ausgeht, das uber dem 
Schmelzpunkt der thermodynamisch instabilen Region 
der Heteroduplices liegt, und zeitlich in Richtung 
zum Niveau des anodenseitig liegenden tieferen Tem- 
peraturniveaus reguliert wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 21, wobei das anodenseitige 
Temperaturniveau des statischen Teaperaturgradienten 
hoher liegt als das Temperaturniveau der Kathoden- 
seite. 



25. Verfahren nach Anspruch 21, w bei das kathodenseitige 
Temperaturniveau des statischen Temperaturgradienten 
hoher liegt als das Temperaturniveau der Anodenseite. 
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26. OligonuJcleotid mit 5 • -terminalen Affinitatsgruppen. 

27. Oligonukleotid nach Anspruch 26, wobei als Affinitats 
gruppe zwei bis acht Histidinreste 5 '-terminal ge- 
bunden sind. 

28. Oligonukleotid nach Anspruch 27, wobei die Anzahl 
der Histidinreste sechs betragt. 

29. Oligonukleotid nach Anspruch 26, wobei als Affinitats- 
gruppe Biotinylreste 5' -terminal gebunden sind. 

30. Oligonukleotid nach einem der Anspruche 26 bis 29, 
enthaltend zusatzlich eine Restriktionsschnittstelle 
und/oder eine G/C-reiche Box und/oder eine A/T-reiche 
Box und eine mit der zu untersuchenden Nukleinsaurese- 
quenz hybridisierende Sequenz. 

31. Verwendung des Oligonukleotids nach einem der An- 
spruche 26 bis 30 als Primer in der PCR zur Amplifi- 
zierung der zu untersuchenden Nukleinsauren und/oder 
in einem Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 
25. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 25, wobei 
die die Mutation tragende Nukleinsaure unter Verwen- 
dung des Oligonukleotids nach einem der Anspruche 26 
bis 30 amplifiziert wird, an einem zu den Affinitats- 
gruppen der Oligonukleotide nach Anspruchen 26 bis 
30 an fester Phase fixierten affinen Material gebun- 
den wird, sodann in Gegenwart gewunschtenfalls mar- 
kierter, die Mutation nicht aufweisender Nukleinsaure- 
-Einzel- oder -Doppelstrange mindestens einem Denatu- 
rierungs-/Renaturierungszyklus unterworfen wird, 
anschlieflend eluiert und danach dem Trennungsv r- 
fahren unterworfen wird. 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das zu der Affini- 
tatsgruppe des Oligonukleotids nach Anspruch 26 
affine Material ein polymerer Trager 1st, der ein 
Chelat aus einem Chelatbildner und einem Ubergangs- 
metallion enthalt. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei das zu der Affini- 
tatsgruppe des Oligonukleotids affine Material ein 
polymerer Trager ist, der ein Chelat aus uber kova- 
lent an den Trager gebundener Nitrilotriessigsaure 
und Nickel 2 * enthalt. 

35. Verfahren nach Anspruch 32, wobei das zu der Affini- 
tatsgruppe des Oligonukleotids nach einem der An- 
spruche 26 bis 30 affine Material ein polymerer 
Trager ist, der kovalent gebundenes Avidin oder 
Streptavidin aufweist. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 32 bis 35, wobei 
der polymere Trager eine Membran oder ein partikel- 
formiges Material ist. 

37. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36 zur Auffindung und 
Charakterisierung von Mutationen in DNA oder RNA wie 
Punktmutationen, Deletionen, Insertionen und Umstel- 
lungen der Nukleinsaurekette. 

38. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36, wobei das 
Probenmaterial aus lebendem, totem fossilem und in 
vivo nicht mehr stoffwechselaktivem Gewebe stammt. 



39. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36 zur Durchfuhrung gene- 
tischer Studien wie f rensische Analytik, Aufklarung 
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von Erbkrankheiten und/oder genetisch charakterisi r- 
ter Anomalien, Individuenanalytik, Fingerprinting. 

40. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36, wobei Feincharakteri- 
sierungen von Stammabweichungen in der industriellen 
Mikrobiologie, bei medizinisch relevanten Krankheits- 
erregern, den Viren, insbesondere bei den fur haufige 
Mutationen bekannten Viren, Bakterien, Pilzen und 
Einzellem durchgefuhrt werden. 



. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36, wobei evolutionare 
Entwicklungsstudien betrieben werden. 

. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36 zur praparativen Her- 
stellung gefundener.Mutanten, wobei eine Mutante als 
einzelne Bande in der Detektionseinheit aufgespiirt 
wird und direkt Oder durch Richtungsanderung der 
Spannungsgradienten im Rahmen einer Elektroelution 
isoliert, direkt PCR-amplifiziert oder direkt seguen- 
ziert und/oder kloniert wird. 



43. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
12 bis 25 und/oder 32 bis 36 zur Bestimmung und Zu- 
ordnung von Individuen, wobei genetisch amplifizierte 
Gensegmente, insbesondere solche aus Einzel-Kopie- 
Regionen des Genoms, mit einem homogenen Standardseg- 
ment hybridisiert werden oder mit homologen Sequenzen 
einer auf Identitat des zugehorigen Individuums zu 
prufenden, analog genetisch amplifizierten DNA hybri- 
disiert werden. 



44. Mitt el zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 12 bis 25 und/oder 32 bis 36, bestehend 
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aus einem Gemisch von Reagenti n wie einer oder mehre 
rer markierter Nukleinsauresonden, einer teilweise 
oder vollstandig homologen Standardnukleinsaure in 
nicht markierter Form sowie einem Hybridisierungs- 
puffer, der im Temperaturbereich zwischen 0 und 100 *C 
Denaturierung und Renaturierung von Doppelstrangstruk 
turen erlaubt. 

45. Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 12 bis 25 und/oder 32 bis 36, bestehend 
aus einem Gemisch von mindestens einer markierten 
Nukleinsauresonde, einer teilweise oder vollstandig 
homologen Standardnukleinsaure in nicht markierter 
Form sowie einem Hybridisierungspuf fer, der im Tempe- 
raturbereich zwischen 0 und 100 *C Denaturierung und 
Renaturierung von Doppelstrangstrukturen erlaubt. 



46. Mittel gemaB Anspruch 45, wobei das Gemisch einen 
Festphasentrager nach einem der Anspruche 32 bis 36 
enthalt, mit dessen Hilfe amplifizierte Segmente 
direkt dem Reaktionsgemisch entzogen werden konnen. 



47. Verfahren zur quantitativen Detektion von Mutanten 
oder spezifischen Gensequenzen, wobei einem Gemisch 
differierender Sequenzen, deren eine Konzentration 
bekannt ist, im UnterschuB ein Marker-Nukleinsaure- 
molekai zugesetzt wird, dessen Sequenz mit der Se- 
quenz eines der vorgenannten Sequenzen identisch ist 
und dieses Gemisch mindestens einem Denaturierungs- 
und Renaturierungszyklus vinterworfen und analysiert 
wird. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, wobei die Sequenz der 
markierten Nukleinsaure mit der Sequenz der Nuklein- 
saure, deren Konzentration b kannt ist, identisch 
ist. 
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49. Verfahren nach Anspruch 47 und/oder 48, wobei die 
nach einem Denaturierungs-/Renaturierungszyklus ge- 
bildeten Hybrids mittels Temperaturgradientengel- 
elektrophorese (T6GE) getrennt werden und deren rela- 
tive Signalintensitaten gemessen werden. 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 47 bis 49, wobei 
die zu analysierenden Nukleinsauren durch enzyma- 
tische Amplifikation erhalten worden sind. 

51. vorrichtung zur Durchfuhrung der Temperaturgradienten- 
Gelelektrophprese (TG6E) , dadurch gekennzeichnet, 
daB zwischen mindestens zwei einen Temperaturgradi- 
enten aufbauenden Heiz- oder Kuhlvorrichtungen (l, 
2) mit Warmereservoir (4, 5), bei mehr als zwei Heiz- 
oder Kuhlvorrichtungen zwischen den entferntesten 
Heiz- oder Kuhlvorrichtungen, ein Hohlkorper (6), 
der die Heiz- oder Kuhlvorrichtungen durchdringt, 
angeordnet ist, welcher das zur Trennung verwendete 
Trennmedium in seinem Lumen enthalt, und daB der 
Hohlkorper (6) von einem warmeleitenden Thermostatier- 
mantel (7) umgeben ist, der mit mindestens einer der 
Heiz- und/oder Kuhlvorrichtungen (l, 2 ) thermisch 
verbunden ist. 

52. Vorrichtung nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Hohlkorper (6) zylindrisch ausgebildet ist. 

53. Vorrichtung nach Anspruch 51 und/oder 52, dadurch 

gekennzeichnet, daB der Hohlkorper (6) eine Kapillare 
ist. 

54. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 53, da- 
durch gekennzeichnet, dafl zwischen der auBeren Wand 
des Hohlkorpers (6) und der inneren Wand des Thermo- 
statiermantels (7) ein Warmeaustauscher (8) vorge- 
sehen ist. 
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55. Vorrichtung nach Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Warmeaustauscher (8) aus einer viskosen Flus- 
sigkeit besteht. 

56. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 55, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Heiz- Oder Kuhlvor- 
richtungen ein thermostatisiertes Flussigkeitsbad 
und Peltierheizungen (9) oder elektrische Heizungen 
und/oder ein Warmereservoir (4, 5) aufweisen. 

57. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 56 , da- 
durch gekennzeichnet, daB der Thermostatiermantel 
(7) iait alien Heiz- oder Kuhlvorrichtungen (1, 2) 
warmeleitend verbunden ist. 

58. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 57, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine dritte Heiz- oder 
Kiihlvorrichtung (3) an der Probenaufnahmeseite vorge- 
sehen ist. 

59. Vorrichtung nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Thermostatiermantel (7) von der zweiten Vor- 
richtung (2) thermisch entkoppelt ist. 

60. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 59, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Heiz- oder Kuhlvorrich- 
tungen (1, 2) zeitlich regelbar sind. 

61. Vorrichtung nach einem der Anspruche 51 bis 60, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Heiz- oder Kuhlvorrich- 
tungen (1, 2) mit den entsprechenden Warmereservoir s 
(4, 5) eine Vielzahl von Hohlkorpern (6) aufnehmen, 
indem die Vorrichtungen (1, 2) und (4, 5) blockartig 
(4a, 5a) ausgestalt t sind und eine Vielzahl von 
Durchbohrungen (11) aufweisen, durch die die Hohl- 
korper (6) hindurchragend angeordnet sind. 
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62. Vorrichtung nach Anspruch 61 , dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Hohlkdrper (6) endseitig uber die blockartig 
ausgestalteten Vorrichtungen (4a, 5a) hinausragen. 

63. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Trennung von Stof fgemischen, in denen 
mindestens eine Komponente im Temperaturbereich des 
Temperaturgradienten eine thenuische Umwandlung er- 
fahrt . 



64. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 in dem Verfahren nach einem der Anspruche 
1 bis 62. 

65. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zum Nachweis und zur Unterscheidung von 
Viroiden, viralen Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur 
Analyse von Mutationen in Nukleinsauren, zur Analyse 
von Mutationen in Proteinen und zur Analyse von Pro- 
tein-/Nukleinsaure-Komplexen . 

66. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Preparation von Komponenten des zu 
trennenden Stoffgemisches. 

67. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
51 bis 62 zur Preparation von Viroiden, viralen 
Nukleinsauren, Satelliten-RNA, zur Preparation von 
mutierten Nukleinsauren in Homo- und Heteroduplices, 
zur Preparation von Proteinen und zur Preparation 
von Protein-/Nukleinsaure-Komplexen, 
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1 ACA777GC7T C7GACACAAC TGTG77CACT AGCAACC7CA AACACACACC 

51 ATCOTCCACC TCACTCCTOA OCAOAACTCT GCCGT7AC7G CCCTG7GGGG 

101 CAA6GT6AAC 67CGA7CAAG 77GC7CG7SA CGCCC70CGC AGG77GG7A7 

151 CAACG77ACA ACACACG777 AACGAGACCA A7AGAAAC7G GGCA7G7CGA 

201 GACAGACAAC AC7C77CG57 77C1CAIAG3 CAC7GAC7CT C7C7GK7A7 

251 7CG7C7A777 TCCCACCC7T AGGCTGC7C5 7GGTC7ACCC 7TGCACCCAG 

301 AGG7TC777G AG7CC7776G GGATC7G7CC AC7CC76A7C C7G77A7CGG 

351 CAACCC7AAG G7GAAGGC7C ATGGCAAGAA AG7GCICGG7 CCC777A07G 

401 ATGGCC7GGC 7CACC7G6AC AACC7CAACG GCACC7T7CC CACAC7CAC7 

451 CAGCTCCAC7 CTCACAAGCT CCACG7GGA7 CC7CAGAAC7 7CAGG 
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Fig. 5a 
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Amplication und TGGE-Probenvorbereitung 
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TGGE Bestimmung der PCR -template Kopienzahl / 
Anfangsk nzentration 



Intemer Standard template 



1 pg : 0.1 




20Zyklen/lOO%E«felenz 
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TGGE Signal IntensrtSten 
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Multikanal - Version im Mikrotiterformat 
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